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Onsoz

Bu tez kapsamindaki c¢alisma, Tiirkiye ve Diinya’da hizli artig gdsteren ve spesifik
semptomlar géstermeden ciddi mortalite nedeni olan pankreas kanseri tedavisinde yeni
bir tedavi bakis agis1 gelistirmeyi amaglamistir. Ozellikle viicutta ciddi yan etki
gosteren kemoteropik etkenlere bir alternatif olarak, giiniimiiz ¢alismalarinda da
popiilerligi oldukga artan dogal bir bilesik olan Resveratrol’iin etkileri degerlendirilmis
olup literatiirde benzeri olmayan bu ¢alismanin sonraki ¢alismalara referans olmasi

umulmaktadir.
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Ozet

PANC-1 hiicre hattinda Resveratrol’iin NF-kB ve hTERT ekspresyonuna bagh

telomeraz aktivitesine etkisi

Erken teshisi ve diger pankreatik hastaliklardan ayrimi oldukg¢a zor olan pankreas
kanseri, basta gelismis {ilkeler olmak iizere diinyadaki en oOliimciil malign

neoplazmlardan biridir.

Kanser hiicrelerinde meydana gelen sinirsiz ¢ogalma yetenegi ile ortaya ¢ikan
Olumsiizlik, telomeraz enziminin artmig aktivitesiyle iliskilendirilmektedir.
Telomeraz aktivasyonu, insan kanserlerinin yaklagik % 85'inin gelisiminde kritik bir
adimdir ve heniiz kanser hiicrelerinde telomerazin yeniden nasil aktive edildigi tam
olarak anlasilamamistir. Bu nedenle kanser tedavisinde telomeraz aktivitesinin

inhibisyonu 6nemli tedavi se¢ceneklerinden biri gibi goziikmektedir.

Bu tez kapsaminda pankreas duktal adenokarsinom hiicre hatti1 olan PANC-1’ de dogal
bir bilesik olan Resveratrol’iin, telomerazla iliskilendirilmis genler olan hTERT ve NF-
kB gen ifadesi ve dolayistyla pankreas kanser gelisimi Tlizerindeki etkileri

incelenmistir.

PANC-1 hiicre hatti uygun ortam ve kosullarda c¢ogaltilarak WST-1 reaktifi ile
proliferasyon ve sitotoksisite analizleri gerceklestirilmis ve bunlarin 1s181nda
Resveratrol i¢in ICsp degeri belirlenmistir. Belirlenmis olan ICsg dozu kullanilarak;
apoptoz, yara kapanma analizi ve telomeraz iligkili genler olarak belirledigimiz

hTERT ve NF-«B ekspresyon diizeyleri RT-PCR analizleriyle degerlendirilmistir.

Saptadigimiz bulgular 1s1ginda Resveratrol’iin PANC-1 hiicre hatti tizerinde sitotoksik
etkisi oldugu tespit edilmis olup, ICso degeri 72. saatte 75,80 uM olarak hesaplanmustir.
Tespit edilen ICso degeri PANC-1 hiicre hattina uygulanarak apoptotik etkisi
degerlendirilmistir. Apoptoz sonuglart Annexin V ile degerlendirilmis ve sonuglara
gore de % 41,9 oraninda apoptotik etki tespit edilmistir. Resveratol’iin PANC-1 hiicre
hattinda hiicre migrasyonu ve invazyonuna olan etkisi yine ICso degeri uygulanarak
bakildiginda, 72. saatlik degeri kontrolle kiyaslandiginda % 47 oraninda hiicre goc¢iinii

engelleyerek yara hattinin kapanmasinda gecikmeye neden oldugu tespit edilmistir.

IX



Telomeraz ile iliskili olarak saptadigimiz genler olan hTERT ve NF-«B gen ifadeleri,
ICso dozu uygulanan PANC-1 hiicre hattindan elde edilen RNA’lar ¢cDNA’ya
cevrilerek LightCycler 480 cihazinda RT-PCR ile degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonunda Resveratrol’iin, hTERT geninde 1,37 kat, NF-xB geninde ise

1,55 kat ekspresyon seviyesinde artisa neden oldugu saptanmustir.

Sonug olarak Resveratrol PANC-1 hiicre hattinda sitotoksik etki gdstererek apoptoza
neden olmustur. Ayrica hiicre migrasyonunu engelleyerek hiicre gogiinii engellemistir.
Fakat telomeraz ile iliskilendirdigimiz gen ifadelerinde beklenen azalma
gozlenmemistir. Bu nedenle ¢alismamiz deney kapsamini genisleterek devamliligini

gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler; Resveratrol; telomeraz; hTERT; NF- KB; pankreas kanseri



Abstract

Effect of resveratrol on telomerase activity due to NF-KB and hTERT

expression in PANC-1 cell line

Pancreatic cancer, which is quite difficult to diagnose and differentiate from other
pancreatic diseases, is one of the deadliest malignant neoplasms in the world,
especially in developed countries.

Immortality, which is caused by the unlimited ability of proliferation in cancer cells,
Is associated with increased activity of the telomerase enzyme. Telomerase activation
is a critical step in the development of about 85% of human cancers and it is not yet
fully understood how telomerase is reactivated in cancer cells. Therefore, inhibition of
telomerase activity in cancer treatment seems to be one of the important treatment

options.

In this thesis, the effects of Resveratrol, a natural compound in pancreatic ductal
adenocarcinoma cell line, PANC-1, on genes associated with telomerase, on hTERT

and NF-«B gene expression and thus on pancreatic cancer development.

Proliferation and cytotoxicity analyzes were carried out with the WST-1 reagent by
replicating the PANC-1 cell line under the appropriate environment and conditions and
ICso value for Resveratrol was determined in the light of these. By using the determined
dose of ICso; The expression levels of hTERT and NF-kB, which we determined as
apoptosis, wound closure analysis and telomerase related genes, were evaluated by
RT-PCR analysis.

In the light of the findings we found, Resveratrol has been found to have a cytotoxic
effect on the PANC-1 cell line, and its 1Cso value was calculated as 75.80 uM at 72
hours. The apoptotic effect was evaluated by applying the determined ICsp value to the
PANC-1 cell line. Apoptosis results were evaluated with Annexin V and according to
the results, 41.9% apoptotic effect was detected. When the effect of resveratol on cell
migration and invasion in the PANC-1 cell line was again applied by applying 1Cso
value, it was found that it caused a delay in closure of the wound line at the 72nd hour

compared to the control, preventing cell migration.

Xl



hTERT and NF-kB gene expressions, the genes we detected in relation to telomerase,
were converted to cDNA by using 1Cso dosed PANC-1 cell line and evaluated by RT-
PCR in LightCycler 480 device. As a result, Resveratrol has been found to cause an
increase in the expression level of 1.37 times in the hTERT gene and 1.55 times in the

NF-xB gene.

As a result, Resveratrol showed cytotoxic effect on the PANC-1 cell line, causing
apoptosis. It also prevented cell migration by preventing cell migration. However, the
gene expression we associate with telomerase did not decrease as we wanted.

Therefore, our study requires continuity by expanding the scope of the experiment.

Keywords; Resveratrol; telomerase; hTERT; NF- KB; pancreatic cancer
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1. Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Diinyada her y1l milyonlarca insana pankreas kanseri teshisi konulmakta ve bu kanser tipi
kansere bagl 6liimlerde dordiincii sirada yer almaktadir (Xu ve ark., 2015). Global Saglik
Veri Degisimi (GHDX) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) havuzlarindan elde edilen diinya
capindaki pankreas malignitelerine gore, 2017 yilinda diinya ¢apinda 447 665 yeni
pankreas kanseri vakasi (milyonda 58,6) kaydedilmistir. Oliim oran1 ise 441 083 6liim
(milyonda 57,7) olarak belirtilmis olup, insidans, prevalans ve mortalite son 25 yilda %
55, % 63 ve % 53 artmistir (Lippi, Mattiuzzi, 2020) . Ulkeler bazinda pankreas kanserinin

insidansi erkek ve kadin ayrimi yapilarak Grafik 1°de gosterilmistir.

Pankreas Kanseri

12
10
c 8
©
K=}
g 6
7
= 4 p1 24
2 i i
0 o o
’b b’b 'b \{__’o
A&Q ,§‘Q & ,@Q ‘,@Q N \}?- \v & g.\* ,337\\ \,K“ v‘.&*\ \,‘.\"\
S N A T R N VAR S AR
& F ¢ T ¢ ARy & o
N ©
a8
4\)

Cinsiyete Bagli Pankreas Kanseri insidans Diyagrami
| [ ]
Erkek Kadin

Grafik 1. Ulke Bazinda Cinsiyete Bagli Pankreas Kanseri Insidans Diyagrami

Globocan veri tabanindaki her iki cinsiyette pankreas kanserinin insidans (1/100.000)

diyagrami (McGuigan, 2018).

Pankreas kanserinde; lokal agresyon, sistemik tedavilere direng ve erken metastatik
yayilim en belirgin 6zelliklerdendir (Cartwright ve ark., 2008). Ayrica erken evrelerde
tespit edilmesi ve diger pankreas hastaliklarindan ayirt edilmesi de oldukca giigtiir
(Sawabu ve ark., 2004).



Pankreas kanserinde genellikle, erken taninin konulamamasi ve sistemik tedaviye yeterli
yanitin verilememesi olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Radikal rezeksiyon tiim
hastalarin yanlizca % 20’si i¢cin miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle prognostik
degerlendirme ve risk smiflandirmast i¢in dogru bir evreleme sistemine ihtiyag
duyulmaktadir (Pu ve ark., 2019).

Duktal adenokarsinom pankreasin en yaygin malign timoridir. Biiyik arastirma
cabalarina, teshis ve tedavide yapilan kademeli iyilesmelere ragmen, hala kotii bir
prognoza sahiptir (Gallmeier, Gress, 2016). Su anda tedavi secenegi olarak Pankreato-
duodenektomi (Whipple prosediirii), distal veya total pankreatektomi, timoriin veya
tiimorlerin anatomik konumuna bagl olarak pankreas kanserinin rezeksiyonu icin olan
cerrahi seceneklerdir (McGuigan ve ark., 2018).

Ancak hastalarin ¢ogu cerrahi adim i¢in uygun olmayan ileri diizeyde kanser profiline
sahip kisiler olmaktadir. Neoadjuvan kemoterapi radyoterapi ile birlikte ya da yanliz
basina cerrahi uygulamayi iyilestirmek icin lokal ileri evreli tiimorleri kiigliltmek igin
uygulanmaktadir (Raufi ve ark., 2019). Neoadjuvan tedavinin hem timor boyutunu hem
de lokal olarak ilerlemis hastaligin derecesini azaltma kabiliyeti birgok malignite ile
iligkili tedavi sonuglarini iyilestirmektedir. Bu yaklasim, son 20 yilda pankreas kanseri
olan hastalarda ¢aligilmis olup su anda da aktif olarak arastiriimaktadir (Jutric, Melstrom,
2017).

Bu hastaligin multidisipliner tedavisi, tanidaki kanser asamasina (rezektabl, sinirda, lokal
olarak ileri ve metastatik hastalik) baglidir ve cerrahi, kemoterapi, kemoradyoterapi ve

destek bakiminin birlestirilmesiyle miimkiindiir (Lambert ve ark., 2019).

Insan kanser tiirlerinin gelisimine neden olan mekanizmalar olduk¢a karmasik bir yap:
gostermekle birlikte yaklasik % 90'mda telomeraz aktivitesinin  gozlendigi
belirtilmektedir (Janknecht, 2004). Bu diizensiz telomeraz aktivitesi, tlimdrijenezis ve
kanserin neoplastik biiyiimesinin tesviki ile iliskilendirilmektedir (Newbold, 2002). Insan
telomeraz revers transkriptaz ("nTERT) ekspresyonu ve telomeraz aktivitesi diger kanser
tiirlerinde oldugu gibi pankreas kanserlerinde de oldukga yiiksektir. Bu nedenle yiiksek
aktif telomeraz ve hTERT ekspresyon orani, telomeraz hedeflemesinin bu hastaligin

tedavisi i¢in timit verici bir strateji oldugunu gostermektedir (Ohuchida ve ark., 2006).



1.2. Arastirmanin Sorusu

Pankreas kanserinde (PCa) tam rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapiye maruz kalan
hastalarin sadece % 20'lik kismi1 5 yillik yasam siiresine sahiptir (Mohammed ve ark.,
2014). Sag kalim siiresinin kisa olmasi nedeniyle risk faktorlerinin tanimlanmasi ve
erken tespit yontemlerinin olusturulmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (Fogel ve ark.,
2017). En son istatistiklere gore hastalarin sadece % 7'si tanidan 5 yil sonra hayatta
kalabilmektedir. Evre I veya lokalize 6zellik gdsteren hastalarda 5 yillik sagkalim
orani % 25'e yiikselirken, bu erken evrede hastalarin sadece % 9'unda

tanimlanmaktadir (Raimondi ve ark., 2010).

Hayatta kalim siirelerinin bu kadar kisa olmasi yeni tani1 Ve tedavi segeneklerine
duyulan ihtiyacin altin1 ¢izmektedir. Son donemde ilgi ¢eken dogal bilesikler sinifina
giren Resveratrol’lin pankreas kanseri ile ilgili klinik uygulamalar1 ortaya konmaya
calisilsa da PCA'da Resveratrol’li inceleyen az sayida klinik ¢aligma bulunmaktadir.
PCA'nin ozelliklerine ve Onceki caligmalarin sonuglarina dayanarak, Resveratrol
uygulamasina dayali bazi terapdtik stratejiler Onerilmektedir. Bunlardan ilki;
Resveratrol’tin hiicre proliferasyonunu inhibe etmesi ve apoptozu indiiklemesi yoluyla
timoOr hacminin azaltilmasi i¢in ameliyat 6ncesinde uygulanabilirligidir. Resveratrol
apoptotik bir ¢ok yollag1 etkileyerek apoptozu indiikleyebilir. Sekil 1’de

Resveratrol’lin apoptotik yolaklarla olan etkilesimi gdsterilmistir.
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Sekil 1. Pankreas kanserinde Resveratrol’iin apoptoz indiiksiyon mekanizmasi

(Xu ve ark.,2015)

Ikincisi, Resveratrol’iin ameliyattan nce veya sonra agresif bir fenotipi zayiflatmak
icin kullanilabilirligidir. Uciinciisii ise radyoterapi veya kemoterapi eslik ettiginde,
Resveratrol’lin pankreas kanseri hiicrelerini duyarli hale getirebilirligidir. Ancak,
Resveratrol’lin in vitro ve in vivo etkili oldugu kanitlanmis olsa da, giivenirliligini ve
etkinligini kanitlamak i¢in hala bir¢ok Klinik ¢alismanin yapilmasi gerekmektedir (Xu
ve ark., 2015).

Resveratrol’lin kanser iizerindeki bu etkileri goz Oniine alindiginda, ¢aligmamizin
hipotezini olusturan telomeraz aktivitesinin inhibisyonunda nasil bir etki gosterecegi

sorusunu akillara getirmistir ve bu ¢alisma bu soruya cevap arama niteligindedir.



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Telomeraz ; revers transkriptaz olarak islev goren bir riboniikleoproteindir ve iki ayr1
bilesenden olusmaktadir. Bunlar; insan telomeraz revers transkriptaz (hTERT) ve
RNA bilesenidir (hTER) (Daniel, Tollefsbol, 2018). Sekil 2’de telomerazin alt
birimleri olan hTERT ve hTER sematik olarak gosterilmistir.

TEP1

CAAUCCCAAUL
TTAGGGTTAGGG \

Telomeric
DNA

Sekil 2 . hTERT ve hTER alt birimleri
(Shay, 1999)

Kanser hiicrelerinde hTERT'nin asir1 ekspresyonunun tiimér gelisimi ve anjiyogeneze
katkida bulundugu bilinmektedir. Bununla birlikte, hala kanser hiicrelerinde
hTERT'in asir1 eksprese edilme mekanizmasi belirsizligini korumaktadir. Diger
yandan hTERT ekspresyonunun yiiksek oranda indiiklenebilir NF-«kB transkripsiyon
faktorii ile diizenlenebilecegine dair kanitlar vardir. Bu nedenle, NF-«xB ve hTERT
arasindaki iliskiyi molekiiler diizeyde incelemek olduk¢a Onemli goziikmektedir
(Wang ve ark., 2004). NF-KB ‘nin hTERT’i aktif hale getirmesinde gorev alan

yolaklar ve bunlarin birbirleri ile olan baglantisi Sekil 3’te gosterilmistir.
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(Wang, Bennett, 2010).

Cesitli arastirmalarda Resveratrol’iin kanser de dahil olmak iizere pek ¢ok hastaligin
tedavisinde kulanilabilecegi gosterilmistir. Ozellikle cesitli tiimdr modellerinde
apoptozu uyardig1, proliferasyon ve progresyonu inhibe ettigi ayrica yiiksek dozlarda
uygulandiginda telomeraz aktivitesini asagi regiile ettigi gozlenmektedir. Tiim bu
caligmalar Resveratrol’lin kanser tedavisinde {imit verici etkilerini yansitmaktadir

(Valentovic, 2018).

Kurmus oldugumuz hipotezde Resveratrol’lin bu etkileri g6z oniinde bulundurularak
sekillendirilmis olup kanser hiicrelerinde yeniden aktivasyon kazanan telomerazi

tetikleyen gen ifadeleri tizerinde durulmustur .

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

PANC-1 hiicre hattinda Resveratrol’in hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisini
degerlendirerek 1Cso degerinin saptanmasi, apoptotik, hiicre migrasyon ve invazyona
olan etkileri ve telomeraz aktivitesine olan etkisini gormek adina sirasiyla;

sitotoksisite, apoptoz analizi, wound healing analizi ve hTERT / NF-xB gen ifadelerini



belirlemek igcin qPCR yontemi uygulanmistir. Tim bu deneyler sonucunda

Resveratrol’tin pankreas kanseri i¢in yeni bir tedavi segenegi olabilirligi arastirilmistir.

1.5. Arastirmanin Sinirhliklar

Arastirmamizin yanlizca in vitro hiicre kiiltiiriinde yiiriiltiilmiis olmasi, hasta serum,
doku 6rnegi veya in vivo ¢alismalari icermemesi, ayrica pankreas kanseri igin tek bir
kanser hiicre hatt1 kullanilmasi1 ve saglikli pankreas hiicresinin ¢aligmaya dahil
edilmemesi aragtirmamizi sinirlamig ve devamliligini gerektirmistir. Ayrica in vitro
hiicre kiiltiirii ¢alismalari organizmadan bagimsiz bir sekilde hiicre flasklarinda
yuritiildiigii i¢in in vivo c¢alismalardan farkli sonuglar gosterebilir. Her hiicre
pasajlanmasi, dondurulup ¢oziilmesi gibi islemler hiicre morfolojisini degistirebilir.
Ayrica ¢oklu hiicre tiplerinin ¢aligildig1 ortamlarda veya uygun olmayan laboratuvar

kosullarinda kontaminasyon riski mevcuttur.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu tez kapsaminda diinyada her yil milyonlarca insana teshisi konulan ve kansere bagli
Olimlerde dordiincii sirada yer alan ayrica diger pankreas hastaliklarindan ayrimi
oldukga gii¢ olup sinirh tedavi segenekleri olan, pankreas duktal adenokarsinom hiicre
hattt PANC-1 hiicrelerinde dogal bir bilesik olan Resveratrol’iin etkilerinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Resveratrol’iin  kullanimina bagli olarak kanser hiicrelerinde o6liimsiizliikle
iligkilendirilen telomeraz aktivitesi ve telomeraz iliskili genler olan hTERT ve NF-xB
ifadesi ve dolayisiyla pankreas kanser gelisimindeki etkisinin arastirilmasi, ayrica
Resveratrol’tin PANC-1 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkisinin yan1

sira hiicre invazyon-migrasyonuna olan etkisinin de gdzlemlenmesi amaglanmistir.

Bu tez Resveratrol’iin PANC-1 hiicre hattinda telomeraz aktivitesine olan etkisini
gormek i¢in iligkilendirigimiz hTERT ve NF-kB gen ifadelerinin degerlendirilmesi
acisindan yapilan tek calismadir. Bu nedenle hem kendimiz agisindan sonraki

caligmalarimiza yon vermesi adina hemde bu kanser tipinde ve diger kanser tiplerinde



Resveratrol’lin bu etkisinin degerlendirilmesi agisindan yol gosterici olmasi

amaglanmstir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Pankreasin Yapisi ve Fonksiyonlari

Pankreas makroskobik olarak bas, govde ve kuyruk olmak iizere ii¢ boliimden olusan
bir bezdir. Ancak boliimler arasi belirgin bir sinirlanma yoktur (Suda, Nobukawa,
Takase, Hayashi, 2006). Boyut ve agirlik olarakta, pankreas 14—18 cm uzunlugunda,
2-9 cm genisliginde ve 50-100 gr agirhigindadir (Dolensek Ve ark., 2015). Onemli bir
ozelligi viicudumuzdaki diger bezlerin aksine, belirgin bir fibroz kapsiil igermemesidir
(Hoe ve ark., 1999). Pankreas, hem endokrin hem de ekzokrin boliimlerinden olusan
kompleks bir bezdir (Dubois, 1999).Ekzokrin pankreas bileseni pankreas kiitlesinin

~% 90'1n1 olusturmakla birlikte; asiner, sentroasinar Ve duktal hiicreleri icermektedir.
Langerhans adaciklarinin % 1-2 ‘sini endokrin komponentleri olustururken geri kalan
kismi kan damarlari, lenfatikler, sinirler, interstitium ve fibroz bag dokudan
olusmaktadir (Pandiri, 2014). Ekzokrin boliimii ; su, bikarbonat iyonlart ile tripsinojen,
kimotiripsinojen, karboksipeptidazlar, elastaz, lipaz, fosfolipaz A, amilaz, DNAz ve
RNAZz gibi ¢esitli enzimler igeren pankreas suyunun iiretiminde gorevlidir. Endokrin
boliimii ise ¢esitli hormon iireten bes hiicre tipinden olusmaktadir: Bu hiicre tiplerinden
alfa hiicreleri glukagon, beta hiicreleri insiilin, delta hiicreleri Somatostatin, PP (gama)
hiicreleri pankreas polipeptit ve epsilon hiicreleri de grelin salgilamaktadir. Salgilanan
hormonlar kan dolagimi yoluyla kendi hedef organlarma ve dokularmna taginirlar.
Endokrin hiicre kiimeleri ilk olarak Langerhans tarafindan tarif edildigi i¢in

Langerhans adaciklari olarak isimlendirilmektedir (Henry ve ark., 2019).

2.2. Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri ilk defa 1761°de Italyan anatomist Giovanni Battista Morgagni
tarafindan “Sedibus Et Causis Morborum Anatomen Indagatis Libri Quinque”
kitabinda ifade edilmistir (Ralph ve ark., 2014).Gilinlimiizde hala ciddiyetini
korumakta olan pankreas kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'nde kansere bagh
oliimlerin dordiincti onde gelen nedenidir ve her yil 45.000'den fazla hastaya pankreas
kanseri tanis1 konmakta ve hastalarin ¢ogu hayatlarin1 kaybetmektedir (Fogel ve ark.,
2017). Hastalarin %80 ‘ine ileri seviyedeyken teshis konulabilmektedir (Raimondi ve
ark., 2010).



2.2.1.

2.2.2.

Patogenez

Pankreas kanseri endokrin veya ekzokrin hiicre kaynakli olarak ortaya ¢ikabilir.
Bunlart histolojik goriiniimlerine gore endokrin ve ekzokrin olarak ayirt etmek
miimkiindiir. Endokrin tiimorler nispeten nadir goriiliir ve yaygin olarak pankreas
adacik hiicrelerinden tiiremis olup, genellikle yapisal olarak yiliksek seviyelerde
pankreas hormonlar: iiretmektedir. Ayrica koken aldiklar1 hiicrelere ve salgiladiklar
hormonlara bagli olarak insiilinom, glukagonom ve gastrinom seklinde de
siniflandirilabilirler (Grant, Hua, Singh, 2016). Ekzokrin hiicrelerinden tiiretilmis
pankreas kanserleri daha yaygindir. Pankreas duktal adenokarsinoma (PDAC) alt tipi,
ekzokrin tiimorlerin gogunu olusturmakta ve tiim pankreas malignitelerinin % 90'imdan
fazlasinda gozlenmektedir. Calismamizda kullandigimiz PANC-1 hiicre hatt1 da bir
duktal adenokarsinoma hiicre serisi oldugu i¢in tercih edilmistir (Gandhi ve ark.,
2018). Ekzokrin pankreasin PDAC diginda asinar farklilasmasi olan diger karsinomlari
arasinda pankreatoblastomalar, asinar hiicreli karsinomlar ve karisik histolojiye sahip
karsinomlar bulunmaktadir (Collisson ve ark., 2019).PDAC'lar, pankreas kanalini
diizenleyen ve kokenleri nedeniyle bez benzeri goriinen epitel hiicrelerden tiiretilir ve
siklikla karaciger veya lenf bezlerine metastaz yaparlar. Kanser gelisiminin erken
evrelerinde semptom eksikligi nedeniyle, PDAC'ler genellikle kanserin metastaz
olusumundan sonra geg bir asamada teshis edilirler. Bu malignitenin en iyi karakterize
edilen ii¢ Onciisii, Pankreas Intraepitelyal Neoplazi (PanIN), Intraductal Papiller
Neoplazma (IPMN) ve Miisinik Kistik Neoplazmadir (MCN). PanIN, bu premalign
lezyonlar i¢inde en yaygin olamdir (Naqvi, Hasan, Hassan, 2017). Bu malignitelerin
her biri benzersiz klinik, patolojik ve molekiiler 6zelliklere sahiptirler (McGuigan ve
ark., 2018). Prekiirsor lezyonlarin taninmasi ve molekiiler karakterizasyonunun
belirlenmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Clinkii bu bilgiler 15181inda erken taniya
gidilerek kansere bagli Oliimlerin azaltilmasi miimkiin olabilmektedir (Feldmann,

Beaty, Hruban, Maitra, 2007).

Evreleme, Tam ve Tedavi

PDAC’1n patolojik degerlendirmesinde en etkili evreleme sistemi, Amerikan kanser

ortak komitesi (AJCC) evreleme sistemidir. Bu sistem, tiimor boyutu (T evresi), lenf
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diigiimlerine metastaz (N evresi) ve uzak metastazi (M evresi) igeren ii¢ ana bilesene
dayanmaktadir (Bilimoria ve ark., 2007).Ocak 2018 itibariyle, pankreasin ekzokrin
boliimiinden kaynaklanan tiimorler i¢in TNM evreleme sistemi de dahil olmak {izere,
AJCC Kanser Evreleme El Kitabi'nin sekizinci baskist kullanilmaktadir (Roessel ve

ark., 2018).

Pankreas kanserine bagli lezyonlarin tanisinin konulmasinda bir takim goriintiilleme
yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar; Ultrasonografi (US), bilgisayarli tomografi (BT),
manyetik rezonans goriintiileme (MRI), pozitron emisyon tomografisi (PET) ve
endoskopik ultrasonografi (EUS) goriintiileme yontemleridir (Lee, Lee,
2014).Pankreas kanserinde en temel tedavi segenegi cerrahi rezeksiyonudur
(McGuigan ve ark., 2018). Tek tedavi segenegi cerrahi rezeksiyon gibi goziiksede
hastalarin ancak % 20’ si bunun i¢in uygun kosullara sahip olmaktadir (Jutric,
Melstrom, 2017).Kiiratif amagli cerrahi rezeksiyon gecirmis kisilere ayrica adjuvan ve
neoadjuvan tedavi onerilmektedir. Glinlimiizde adjuvan tedavi olarak gemsitabin, 5-
florourasil (5FU) veya 5-FU temelli kemoradyoterapi 6nerilmektedir (Jimenez ve ark.,
2008). Adjuvanlar ile tedavi, postoperatif iyilesme siirecinden sonra gerekli BT
taramalar1 ve basta pankreas olmak iizere ¢esitli kanserlerde bir tiimor belirteci olan
CA19-9 (Kanser Antijen 19-9) konsantrasyonlar1 kontrol edildikten sonra
baslanmaktadir (Hidalgo, 2011).

2.3.Telomer ve Telomeraz

Telomerler, okaryotik kromozomlarin uglarinda yer alan ve ¢ok sayida "TTAGGG"
dizi tekrart igeren heterokromatik yapilardir (Dikmen, Dogan, 2003). Ayrica yapisinda
telomer-shelterin kompleksi olarak bilinen bir takim telomerik proteinlerde (TRF1,
TRF2, POT1, Rapl, TIN2, ve TPP1) yer almaktadir (Oeseburg ve ark., 2010).
Telomerik DNA tekrarlarina tutunan ve 6zel amino asit dizisine sahip olan bu
proteinler, telomerik kararliligin saglanmasinda ve telomer uzunluklarinin
diizenlenmesinde islevseldir (Yildiz, Aras, Duman, 2009). Telomerler, kromozom
stabilitesinin korunmasi, niiklear yapilanma, gen ekspresyonu, kromozomal
replikasyon, tiimor olusumu, yaslanma ve hiicre boliinmesi gibi pek c¢ok hiicresel
olayda gorev almaktadir (Dikmen, Dogan, 2003). Omurgali telomer yapisi, G bazindan
zengin 75-200 bp'lik tek bir iplik¢ik uzantisi olan tandem (TTAGGG) dizilerinden
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olusmakta ve G kuyrugu ile sonlanmaktadir (Oeseburg ve ark., 2010). Hiicre
dongiisiinlin mitotik olmayan asamasinda G kuyrugu, telomer shelterin kompleksinin
olusturdugu D-loop ve T-loop bolgeleri tarafindan korunmaktadir (Lange,
2005).Telomerler, her hiicre bolinmesinde boylari biraz daha kisalan ve boylar1 "sinir"
kabul edilen noktaya geldigi anda da hiicre boliinmesinin durmasina neden olan
yapilardir. DNA polimerazin DNA’y1 sadece 5°-3 yoniinde sentezleyebilmesi ve
replikasyonu sirasinda kisa RNA primerlerinin uzaklastirilmasi, geri kalan (lagging)
iplikcikte tam olmayan replikasyona ve her hiicre boliinmesinde telomer uzunlugunun
azalmasina yol agmaktadir (Bay, Cicek, 2007). Boyle bir durumda hiicreler boliinmeyi
durdurarak yaslanma siirecine girerler (Cherif ve ark., 2003). Telomer uzunlugunun
korunmasinda ters bir transkriptaz enzim olan telomeraz sorumludur. Ancak insan
yetiskin dokularindaki telomeraz aktivite seviyeleri, yasla birlikte ilerleyen telomer
kisalmasint 6nlemek igin yeterli degildir (Flores ve ark., 2008).Telomeraz enzim
kompleksi ; ters transkriptaz katalitik protein (telomeraz ters transkriptaz (TERT) ve
telomeraz RNA bileseni (TERC) olmak fizere iki alt birimden olusmaktadir (Popli,
Sircar, Chowdhry, 2017).

2.4NhTER ve hnTERT

Bir riboniikleoprotein olan telomeraz enziminin RNA (hTER) alt bileseni de novo
telomer sentezi i¢in kalip olusturmada gorev almaktadir. Telomeraz RNA’s1 telomer
DNA tekrarinin komplementer dizisini kullanarak telomer DNA’sinin tek zincirinin
sentezlenmesini saglamaktadir. hnTER, telomerik DNA dizisine komplementer olan 8-
30 bazlik kisa bir segmenti, zincirin 3’ ucunun uzatilmasinda kalip olarak
kullanmaktadir. Insan telomeraz RNA komplementer dizisi 3' -~-AUCCCAAUC-5'
seklindedir (Bayramoglu, 2006). Insan telomeraz kompleksi RNA alt birimi (nTER),
hem tiimor hem de normal somatik dokularda yapisal olarak eksprese edilsede,
(Kimura ve ark., 2004) hTERT normal somatik hiicrelerde ¢ok diisiik miktarlarda
eksprese edilir ve insan timdrlerinin ¢ogunda yukar1 regiile edilmesi sonrasinda
yeniden aktive kazanarak kanser hiicrelerine sinirsiz  ¢ogalma  6zelligi

kazandirmaktadir (Mukherjee ve ark., 2011).

Insan telomeraz revers transkriptazi ("TERT); protein yapida olup reverse transkriptaz

domain igeren telomerik DNA sentezi sirasinda fosfodiester baglarini
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2.6.

sentezlemektedir (Bay, Cigek, 2007). Bir¢ok organizmada, TERT proteini, telomeraz
N-terminali (TEN) domaini, TR-baglama domaini (TRBD), ters transkriptaz domaini
ve C-terminal uzantisi (CTE) seklinde dort fonksiyonel alan igermektedir (Schmidt,
Cech, 2015).Katalitik alt tinite hTERT'in ekspresyon seviyeleri, telomeraz aktivitesi
ve Oomri siirli olan tim yetiskin somatik hiicrelerde baskilanmis halde olup
embriyonik ve pluripotent kok hiicrelerde ve 6zellikle tiim kanserlerin % 85-90'inda
mevcut olup, uzun 6mir gibi 6liimsiizliik 6zelliginin kazanilmasini agiklamaktadir

(Hannen, Bartsch, 2018).

2.5.NF-kB (Niikleer Faktor Kabba B)

Niikleer faktor kB (NF-kB), ¢esitli biyolojik tepkilerin diizenlenmesinde yer alan
dimerik transkripsiyon faktori ailesidir. NF-kB, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve
inflamasyon sekillenmesinde anahtar rol oynamakta olup, onkogenezdeki rolii de
azimsanmayacak kadar 6nemli oldugu bildirilmektedir (Dolcet ve ark., 2005). NF-«B,
memelilerde homodimer veya heterodimer olusturabilen, bes farkli protein (p65 /
RelA, RelB, cRel, p50 ve p52) monomerinden olusmaktadir ve bunlar DNA’ya farkli
sekilde baglanabilmektedirler (Mitchell, Vargas, Hoffmann, 2016). NF-xB ‘nin
aktiflesmesi; IkB inhibitor proteinin bozulmasi, NF-xB oncii proteinlerinin islenmesi
ve NF-kB monomer proteinlerinin indirgenmesi olaylariyla kontrol edilmektedir
(Mitchell, Vargas, Hoffmann, 2016).

hTERT, NF-kB ve Kanser Iliskisi

Telomerlerin uzamasi, her hiicre boliinmesi sirasinda kromozom uglarinin kaybini
engellemekte, yaslanmayr Onlemekte ve kanser hiicrelerine sinirsiz ¢ogalma
potansiyeli kazandirmaktadir (Mukherjee ve ark., 2011). Telomerazin enzimatik
aktivitesi, transkripsiyonel seviyede hTERT tarafindan diizenlenmektedir. hTERT
promoteri, Myc / Mad (E kutusu), Spl, dstrojen ve NF-kB dahil transkripsiyonel
faktorler i¢in baglayict motifler icermekle birlikte fosforilasyonu ve niikleer
translokasyonu, telomeraz aktivitesini diizenleyen ek mekanizmalardir (Akiyama ve
ark., 2003).hTERT'nin asir1 ekspresyon mekanizmasinin belirsizligini korumasiyla

birlikte ekspresyonu indiiklenebilmektedir. h\TERT in NF-«B transkripsiyon faktorii
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ile diizenlenebilecegine dair kanitlarin varlig1 nedeniyle hiicresel diizeyde NF-xB ve
hTERT arasindaki iliskiyi incelenmesinde yarar oldugu bildirilmektedir (Wang, Luo,
Yu, 2004).Fareler ile yapilan analizlerde, hTERT’in translasyonel baslangig
bolgesinden yukar1 akista, 350 baz ciftinin NF-kB baglanma bolgesi oldugunun
bulunmasiyla,NF-kB aktivasyonunun hTERT ekspresyonunu etkileyebilecegi
gorlsiinii destekler niteliktedir (Yin, Hubbard, Giardina, 2000).Ayrica Arkasubhra
Ghosh ve arkadaslarinin farelerle yaptiklar1 bir ¢alismada ; NF-kB sinyal yolaginin
aktiflegsmesi ile telomerazin reaktive oldugu, tiimor hiicrelerinde sinirsiz ¢ogalma,
hiicre 6limiine diren¢ ve transformasyon gibi 6zellikler kazandig1, kanserde kronik
enflamasyonu saglayan enflamatuar hiicrelerini ¢ekmek icin de elverisli bir ortam
yaratildigr gosterilmistir (Ghosh ve ark., 2012). NF-kB 'nin hTERT'yi indiikleme
kabiliyetinin, TERT promotoriinii dolayli ve bilinmeyen bir mekanizmayla
aktiflestirdigi bildirilmektedir (Wang, Bennett, 2010).Ayrica; hTERT'nin niikleer
translokasyon mekanizmasi tam olarak agiklanamamasina ragmen, literatiirdeki
veriler, NF-kB'nin, hTERT'nin niikleer translokasyonunu modiile ederck telomeraz

aktivitesinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynadigin1 géstermektedir (Lanzilli ve

ark., 2006).

2.7.Resveratrol

[k kez 1939°da Takaoka tarafindan Veratrum grandiflorum O. Loes.’den izole edilen
(Pezzuto, 2019) Resveratrol (3,4',5-trihidroksi-trans-stilben), biiyiik gogunlukla tiziim,
cilek, yer fistig1 ve gam olmak tizere 70’in iizerinde bitkide bulunan gevresel etkiler ve
patolojik etkenlere kars1 bitkinin kendini korumasi amaciyla trettigi bir fitoaleksin
veya bitki antibiyotigidir (Bishayee, 2009). Ozellikle iiziimlerde Botrytis cinerea
enfeksiyonu, yaprak epidermisinde ve iiziim kabugunda Resveratrol’iin 6zel olarak
sentezine yol agmaktadir. (Catalgol ve ark., 2012). Kirmiz1 {iziimden elde edilen
kirmizi sarapta Resveratrol’in bu denli yiiksek olusu Fransiz Paradoksunu
sekillendirmesiyle birgok arastirmaya konu olmustur. “Fransiz paradoksu”, 1992
yilinda, yiiksek miktarda doymus yag iceren diyet tiilketimine ragmen, diisiik koroner
kalp hastaligi (KKH) oranina sahip olan Fransiz halkinin epidemiyolojik verilerine
dayanarak olusturulan bir terimdir. (Catalgol ve ark., 2012). Klinik 6ncesi galigmalar

Resveratrol'iin kardiyovaskiiler hastaliklar1 disinda diyabet, kanser ve norodejeneratif
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hastaliklar dahil olmak tizere birgok hastalik modelinde de koruyucu etkileri oldugunu
gostermektedir (Xial, Daiber, Forstermann, Lil, 2017).

2.7.1.Resveratrol ve Kanser Terapi

Kanser kemopreventif ilag arastirmalari sirasinda, en dikkat cekici etkenlerden biri
basit bir stilben olan Resveratrol olmustur (Pezzuto, 2019). Resveratrol’iin bu
kemopreventif ve kemoterapotik potansiyeli, hem in vitro hem de in vivo olarak farkli
karsinojenez modellerinde gosterilmektedir (Falomir ve ark., 2016). Kapsamli olarak
yapilan in vitro ¢alismalar Resveratrol’lin; hiicre bitylimesi, inflamasyon, apoptozis ve
metastaz gibi ¢oklu hiicre i¢i hedeflerinin oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Falomir ve
ark., 2016). Resveratrol, tiimor biiylimesini Ve gogiinii engellemek igin timor kaynakli
nitrik oksit sentaz ekspresyonunu onleyebilmekte ve ayrica tiimoér olusumuna yol
acabilecek DNA hasarint 6nlemek i¢in bir antioksidan gorevi gormektedir. Ek olarak
Resveratrol, arasidonik asidi, timor hiicresi proliferasyonunu destekleyen enflamatuar
bilesikler olan prostaglandinlere doniistiirerek tiimorigenezde rol oynadigi bilinen
siklooksijenaz (COX) aktivitesini inhibe etmektedir. Kanser hiicrelerinde, timor
gelisimin destekleyen genlerin transkripsiyonunu saglayan transkripsiyon faktorleri
yukar1 regiile haldedir. Bugiin Resveratrol’iin bu transkripsiyon faktorlerinden biri
olan NF-«xB (nuklear faktor kb)’nin DNA’ya baglanma aktivitesini azalttigini gosteren
birgok ¢alisma mevcuttur (Carter, Orazio, Pearson, 2014).Ayrica kanser ve telomeraz
arasindaki iligkide Resveratrol oldukca efektif gdziikmektedir. Resveratrol bir¢cok
antikanser etki goOstermesine ragmen, etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak

anlasilamamustir (Jiang ve ark., 2017).
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3.Gere¢ ve Yontem

3.1.Reaktifler

Etken madde olarak kullandigimiz Resveratrol’iin molekiiler yapis1 Sekil 4’te
verilmigtir. Resveratrol ana stok soliisyonlar1 Tablo 1°de gosterildigi gibi, son

konsantrasyonlar elde edilecek sekilde diliie edilerek hazirlandi.

Tablo 1. Etken madde ana stok diliisyonu

. Stok
Molekiil TPMC“I]I,, miktariimg) | konsantrasyon | Hacim (u)
swrag {mili-molar)
Resveratrol -porsiyon 228 24 22.4 &l 16357

OH
oS

OH

Sekil 4. Resveratrol’lin molekiiler yapist

3.2.Hiicre Kiiltiira

Bu proje kapsaminda kullandigimiz insan pankreatik kanser hiicre hatt1 olan PANC-1
Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’'ndan temin edildi. Epitelioid
karsinomali 56 yasindaki erkek hastanin pankreas duktal dokusundan elde edilmis olan
bu hiicre hatti adherent 6zelliklere sahiptir. Hiicrelerin sayilarini ikiye katlanma siiresi
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52 saattir. PANC-1 hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii Sekil 5°te

gosterildigi sekildedir.

ATCC Number: CRL-1449 ™
Designation: PANC-1

Sekil 5. PANC-1 hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii

PANC-1 hiicrelerinin uygun kosullarda iireyebilmesi i¢in; % 10 FBS (Fetal Bovine
Serum), 2mM L-glutamin, 100U/mL penisilin, 0,1 mg/mL streptomisin igeren
Dulbecco’s Modified Medium (DMEM) kullanilarak uygun flasklarda (25cm?’lik /
75cm2’lik) ve 37°C ve % 5 CO; kosullarini saglayan etiivde inkiibe edildi.

Hiicrelerin proliferasyonu, pasajlar1 ve takip islemleri Inverted Mikroskop altinda
diizenli bir sekilde gerceklestirildi. Hiicreler kullanilmadan once, hiicre canlilik
oranlarini belirlemek igin Tripan Mavisi kullanildi. 50 pl Tripan Mavisi ile 50 ul hiicre
soliisyonu karistirilip Neubauer laminda 151k mikroskobu altinda hiicre sayimi yapildi
ve canlilik oranlar1 belirlendi. Membrani hasar gérmiis hiicreler boyay1 absorbe edip
mavi olarak goziikiirken, saglikli canli hiicreler boyanmadig: i¢in 151k mikroskobu
altinda parlak bir sekilde gozlendi. Neubauer hemositometresinin goriintiisii Sekil 6’da

verilmistir.
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Sekil 6. Neubauer hemositometresi

3.3.Hiicrelerin Pasajlanmasi

Yaklasik olarak 4-5x10° sayiya ulasmis ve flask yiizeyini tamamen kaplamis olan
hiicreler 75 cm?’lik flasklara pasajlandi. PANC-1 hiicre hatt: monolayer 6zellige sahip
oldugundan pasajlanabilmeleri i¢in ilk olarak yapistiklar1 yiizeydenayirmak amaciyla

asagidaki stireg izlendi.

1.Hiicreleri yiizeyden ayirmak adina tripsin-EDTA (%0,25) kullanildig1 igin, 6ncelikle
flasklardaki ortam dokiilerek flasklarin yiizeyi serum icermeyen ortamla yikandi ve

serum (FBS) uzaklastirildi.

2.Sonrasinda flasklara 1 ml tripsin-EDTA (%0,25) soliisyonu eklendi ve tripsinin daha
iyi bir etki gosterebilmesi igin flasklar 37° C da 5 dk inkiibatérde bekletildi.

3.Inkubasyon sonrast hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadiklar: inverted mikroskopla
kontrol edildikten sonra, tripsin-EDTA’nin etkisini inhibe etmek igin, kullanilan

tripsinin yaklagsik iki kat1 olan 2 ml serumlu ortam flasklara eklendi.

4. Elde edilen hiicreler 15 ml’ lik falkon tiiplerine aktarildiktan sonra, 2000 rmp’de 5
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant dokiilerek altta kalan hiicre peletinin
tizerine yeterli ortam eklenerek pipetaj uygulandi. Hiicrelerin esit bir sekilde
dagildigina emin olunduktan sonra iki ayr1 75 cm?’lik flaska boliinerek pasajlanma
tamamlandi. Pasajlama sonrasi elde edilen hiicreler ¢cogalmaya birakilarak inkiibatore

kaldirildi.

Hemen deneyde kullanilmayacak olan hiicreler ise dondurularak -80° C’da saklanmak

uzere kaldirildi.
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3.4.Hiicrelerin Dondurulmasi (Kriyoprezervasyon)

Pasajlanma sonrasi fazla olan hiicreler daha sonra kullanmak ve stok olusturmak adina
dondurularak -80°C’da saklandi. Dondurma islemi icin asagidaki islemler

gergeklestirildi.

1.Flasklardaki ortamlar dokiilerek flask i¢i serumsuz ortamla yikandi ve serumdan

uzaklastirildi.

Flasklardaki hiicrelere tripsin-EDTA (% 0,25) uygulanarak yiizeyden ayrilmalar
saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicreler 15 ml’ lik falkon tiiplerinde toplanarak 2000 rpm
de 5 dk santrifiij edildi.

2.Santriflij sonrasi siipernatant uzaklastirildi. Peletin tizerine 1 ml serumlu ortam
eklenerek hiicreler inverted mikroskop altinda sayildi. Her kriyo tiipte yaklasik 1x108
hiicre olacak sekilde kriyotiip ayarlandi.

3. Buz iizerinde 9:1 oraninda hazirladigimiz FBS-DMSO karisimi sayilar belirlenmis

hiicreler iizerine eklendi ve pipetaj yapildu.

Pipetaj sonrasi karisim kriyotiiplere aktarilarak — 80°C’ da saklanmak iizere kaldirildi.

3.5.Dondurulmus Hiicre Hatlarinin Cozdiiriilmesi

-80’da kriyotiipler icerisinde sakladigimiz hiicreleri ¢c6zmek icin oda 1sisina alindi ve
hiicrelerin DMSO’dan zarar gérmemeleri i¢in islemler oldukca hizli gerceklestirildi.

Dondurulmus hiicreleri ¢6zmek icin asagidaki siralama takip edildi.

1.Kriyotiipler oda 1sisina alindiktan sonra 1 ml besiyeri ile pipetaj uygulanarak

¢ozdiirme islemine gegildi.

2. Coziilen hiicreler toplanarak icerisinde 10 ml besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip

igerisine alind1 ve 2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi.

3. DMSO’dan arindirmak i¢in santrifiij tekrarlandi ve yeniden siipernatant dokiilen

tiipe 10 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapildi ve 2000 rpm’de 10 dk santrifiij uygulandi.
19



4. Santrifiijden sonra silipernatant uzaklastirildi ve peletlerin {izerine 1 ml besiyeri
koyularak pipetaj uygulandi. Hazirlanan bu hiicre-besiyeri karisimindaki hiicre
canliligin1 belirlemek i¢in hiicreler Tripan Mavisi ile boyanarak Neubauer Laminda

151k mikroskobu altinda sayildi.

5.Hiicre canlilig1 belirlendikten sonra, falkon igerisindeki hiicrelerin iizerine 15 ml

besiyeri eklenerek 75 cm?’lik flasklara ekimi gerceklestirildi.

6.Flasklar, 37 °C’ de % 95 nem ve % 5 CO; iceren etiive alinarak inkiibasyona birakildi

ve liremeleri takip edildi.

Hiicrelerin ekilmesi sonrasindaki giinlerde flasklar inverted mikroskopla takip edilerek
hiicrelerin ¢cogalma ve besiyerlerini kullanma durumlarina bagl olarak pasajlanma

yada dondurma islemleri tekrarlandi.

3.6.PANC-1 hiicre hattinda proliferasyon deneyi

Proliferasyon deneyi, temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT: sari, WST1: kirmizi) kullanarak
formazan (mor) boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin absorbans olarak

ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile 6lgiilmesine dayalidir.

PANC-1 hiicre hattinda sitotoksisite deneyinde kullanilacak olan hiicre
konsantrasyonunu belirlemek adina proliferasyon deneyi yapildi. 3 tekrarli olarak
kurulan deneyde her kuyuya 100 pl ortam igerisinde seri diliisyon seklinde 1,25x10%-
7,81x10? hiicre/mililitre yogunlugunda ekim yapildi. 96. saatte durdurulan deneyde,
kuyucuklara 10 ul WST-1 reaktifi eklenerek yarim saatte bir 6l¢iim gergeklestirildi ve

uygun absorbansa verilen hiicre yogunlugu belirlendi.

3.7.Hiicre sitotoksisite deneyi (WST-1)

WST 1 (water- soluble tetrazolium-1) reaktifi kullanilarak, PANC-1 hiicre hattina

farkli dozlarda vermis oldugumuz Resveratrol’iin sitotoksik etkisi degerlendirilip 1C50
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degeri belirlendi. Bu reaktif; hiicre proliferasyonu, biiyiime, canlihlk ve

kemosensitivitenin spektrofotometrik kantifikasyonu i¢in kullanilmaktadir.

Calisma prensibi temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz
enzim aktivitesini kullanarak tetrazolyum tuzlari elektron alarak indirgenmekte ve
formazona doniismektedir. Bu sekilde de canli hiicreler iizerinde renk degisimi
meydana gelmektedir. Goriilen renk degisiminin absorbans olarak mikroplaka

okuyucuda optik dansitometri ile dl¢lilmesine dayalidir.

Bunun i¢in 96’lik well platlere, 3’lii tekrarlar seklinde her kuyuda 100 pl ortam
igcerisinde 4.500 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Etken maddenin eklenmesinden
once hiicreler 24 saatligine, ylizeye yapismalari i¢cin %10 FBS igeren DMEM
icerisinde birakildi. Inverted mikroskop altinda incelemesi yapilan ve flask yiizeyine
yapigmig olduguna emin oldugumuz hiicre kuyularina litaratiir bilgilerine dayanarak
belirlenen; 200, 100, 50, 25, 12,5 uM Resveratrol iceren ortamlar eklendi. Sonrasinda
24, 48 ve 72. saatlere denk gelen zaman araliklarinda kuyucuklara 10 pl WST-1
eklenerek, mikroplak okuyucuda (Multiskan Fc, Thermo) 450 nm absorbans 620 nm
referans araliginda degerleri dlgiildii ve kolorometrik olarak degerlendirildi. Bunun
sonucunda Resveratrol i¢in hiicre canlilifinin %50’sini inhibe edici doz olan ICso

degeri belirlendi.

3.8.Apoptoz Deneyi

Resveratrol’tin PANC-1 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkisi Annexin V testi ile

arastirildi. Resveratrol verilmeyen hiicreler kontrol hiicreleri olarak ayarlandi.

Annexin V testinin ¢aligma mekanizmasi soyledir; Normal bir hiicrenin, hiicre zarinin
sitoplazmik yiizlinde membran lipitlerinden biri olan fosfotidilserin (PS)
bulunmaktadir. Hiicrenin apoptoza girmesi durumunda hiicre zarmin i¢ yilizeyinde
bulunan PS, hiicre zarinin dis yiizeyine ge¢mektedir. Bu gecis siireci, membran
biitlinliigiiniin bozulmadig1 durumda, apoptotik hiicre Oliimiiniin erken evresinde
meydana gelmektedir. Hiicrenin dig ylizeyine transloke olan ve fosfatidilserine
baglanan Ca*? bagimli bir protein olan AnneksinV, floresan bir madde (FITC) ile
isaretlenerek apoptotik hiicrenin goriiniir hale gelmesini saglanir. PS’nin hiicrenin dis

yiizeye transloke olmasi nekrotik ve ge¢ apoptotik hiicrelerde de meydana
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gelebilmektedir. Bu nedenle erken apoptotik hiicrelerin ayrimi propidium iodide (red
fluorescence) boyasi ile saglanmaktadir. Bu sayede canli hiicreler (FITC-PI-), erken
apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve gec apoptotik/ nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+)
birbirinden ayrimi gerceklestirilebilmektedir. Annexin V ve PI maddelerinin hiicreler

tizerindeki etkisinin sematik gosterimi Sekil 7°de verilmistir.

ERKENN
APOFTOZ

Plazma Membrarn

Fosfotidil serin

GEG

APOPTOZINE
KROTIK

=
k)
t = Annexin YW-FITC

Sekil 7 . Hiicrelerde Annexin V ve PI etkilesimleri

PANC-1 hiicre hattinda Resveratrol’iin apoptotik etkisini gérmek i¢in, ¢aligma
grubuna ICso degeri uygulandi. Doz vermedigimiz grup ise kontrol grubu olarak
belirlendi. 72. saatte deney durdurularak Annexin V protokolii uygulanan hiicrelerde

kontrole gore kiyaslama yapilarak apoptotik etkisi belirlendi.
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Annexin V protokolii asagida belirtildigi sekilde uygulandi
Protokol;
1.Kurulan apoptoz deneyi 72. saatin sonunda sonlandirildi.
2.6’lik well platelerdeki ortamlar ¢ekildi ve 1 ml PBS eklenerek yikama yapildi.

3.Kuyulardaki PBS ¢ekilerek 500 ul % 0.25 tripsin eklenerek 5 dakika etiivde
bekletildi.

4. Kuyulardaki hiicrelerin ylizeyde ayrilip ayrilmadigi inverted mikroskopta kontrol
edildikten sonra, 1 ml % 10 FBS i¢ceren DMEM ortam eklenerek tripsin inhibe edildi.

5. Kuyulardaki hiicreler 1.5 ‘luk ependorfta toplanarak 2000 rmp’de 5 dk santrifiij
yapildi.

6. Santrifiij sonrasi iistteki siipernatant dokiildii. Kalan peletin tizerine 1 ml PBS

eklenerek pipetaj yapilarak hiicreler yikandi ve 2000 rmp’de 5 dk santrifiij yapildi.

7. Santrifiijden aldigimiz ependorflara hazirladigimiz 10x Binding Buffer’dan 100 pl

eklendi.

8. Doz ile muamele edilmis olan hiicreleri igeren ependorflara 2,5 ul PI ve 2,5 pul

Annexin V eklendi.

9. Kontrol ependorflarina ise sadece 2,5 ul Annexin V eklenerek,ependorflar 15 dk

karanlik ortamda inkubasyona birakildi.

10. Inkubasyon sonrasi,kontrol ependorflart harig digerlerine 150 ul Binding Buffer

eklendi ve Flow cell cihazinda 6lgtimler gerceklestirildi.

3.9.Gen Ekspresyonu

Resveratrol i¢in belirlemis oldugumuz ICso degerinin PANC-1 hiicre hattinda,
telomerazla iliskilendirilmis genler olan hTERT ve NF-kB’in mRNA ekspresyon
diizeylerine olan etkisini incelemek adina LightCycler 480 cihazinda qRT-PCR

yontemi kullanildi.
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3.9.1. Total RNA izolasyonu

ICs0 dozunda Resveratrol uygulanmis hiicreler calisma grubu olarak belirlenirken

etken madde verilmeyen hiicreler kontrol grubu olarak belirlendi. 72. saatte hiicreler

toplanip, santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelletlerinden, total RNA izole edildi.

Izolasyon “Total RNA Isolation Kit” protokoliine gére gergeklestirildi.

Protokol:;

1.

10.

11.

Hiicre sayis1 1x10’den fazla olmayacak sekilde kullanildi ve 6’lik well platelere
ekildi.

24 saatlik beklemeden sonra yiizeye yapistigina emin oldugumuz hiicrelere
ICs0 dozunda resveratrol uygulandi ve doz uygulamadigimiz kuyular kontrol

grubu olarak belirlendi.
Deney 72. saatte sonlandirildi.
Platelerdeki ortam uzaklastirilarak, serumsuz ortam ile hiicreler yikandi.

Eklenen serumsuz ortam ¢ekildikten sonra kuyulara % 0.25 tripsin eklendi ve

tripsinizasyon i¢in plateler 5 dk boyunca etiivde tutuldu.

Hiicreler flask ylizeyinden ayrildiginda kuyulara serumlu ortam eklenerek

hiicrelere santrifiij tiipiine topland1 ve 1200 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.

Stipernatant kismi1 dokiildii ve elde edilen hiicre peleti tizerine 100 ul PBS

eklenerek siispanse hale getirildi.

Siispanse haldeki hiicrelerin tizerine 100 pl ‘Lysis-binding Buffer’eklendi ve

pipetaj uygulandi.
Ornekler oda sicakliginda 10-15 dakika inkiibe edildi.

Magnapure Compact LC cihazina 6rnekler yliklendi. Protokol olarak ; ‘RNA

cell’ secildi ve 200 pl 6rnek, 50 ul elution voliim segenegi isaretlendi.

Inkubasyon isleminden sonra elde edilen 200 ul hiicre lizat1 barkodsuz tiiplere

aktarildi ve cihazin S sirasina yerlestirildi.
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12. Bos elution tiipleri cihazin E sirasina yerlestirildi.

13. Cihazin C sirasina ise her bir 6rnek i¢in barkodsuz sample tiiplerine 20 ul
DNAaz enzimi konularak yerlestirildi.

14. Tum basamaklar tamamlandiktan sonra cihaz baslatildi ve 32 dakika sonra total

RNA izolasyon tamamlandi.

3.9.2.RNA miktar ve saflik ol¢iimii

Elde edilen RNA izolasyon orneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 260/280nm ve
230/260nm dalga boylarinda absorbanslarinin 6lgiilmesi ile belirlendi. Olgiimler her

bir 6rnekten 1-1,5 ul kullanilarak Nanodrop cihazinda gergeklestirildi.

3.9.3.Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Total RNA Izolasyonu sonucu elde ettigimiz uygun RNA’lardan cDNA sentezi
yapmak i¢in “GENECOPOEIA QP057 SureScript™ First-Strand cDNA Synthesis
Kit” 1 kullanildi.

Asagidaki protokol adimlar izlenildi.
Protokol;

1.Total RNA izolasyonu sonucu elde ettigimiz 6rnekler kit manueline gére 200 ng/pl

seklinde ayarlanda.

2. Kit protokoliinde belirtildigi gibi reaksiyon miksi buz iizerinde 8 pl olacak sekilde
hazirlandi. cDNA olusturulmasi asamasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo

2’de gosterildi.
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Tablo 2. cDNA reaksiyon miks karigimi

Reaktifler Hacim
Eandom Primer (50 uld) 1wl
ANTP Miszture(10 mMf each) | 1wl
53 first —strand Bufter 4 ul
LL-WLY Eeverse | 1wl
Transcriptase (200 TTul)

Enase Inhibitér (40TTl) 1l

3. Miks cDNA tiiplerine dagitildiktan sonra total Rna’lar eklenerek total hacim Rnase

free dH20 ile 20 pl’ye tamamlandi.islemlere buz iizerinde devam edildi.

4. Hazirlanan tiipler PCR thermo-cycler cihazina alinarak, asagidaki protokole gore

calistirildi.
1) 55 C’da 60 dk
2) 70 C’da 10 dk

5. Cihaz tamamlandiktan sonra cDNA 0Ornekleri buz tizerinde bekletilerek PCR

asamasina gecildi.

3.9.4. gPCR Analizi

Elde edilen kalip cDNA ornekleri kullanilarak genlerin ekspresyon seviyelerini
belirlemek i¢in ‘BlazeTaq™ SYBR Green gPCR Mix 2’ ile gPCR Array ¢alismasi
gerceklestirildi. Hedef gen primerleri (W\TERT ve NF-KB) ve house keeeping gen
primeri (GAPDH) ile birlikte asagidaki tabloda belirtilen prosediire uygun mix
hazirlandi. qPCR analizinde kullanacagimiz gen primerlerinin baz dizilimi ve baz
sayilar1 Tablo 3’te verilmistir. GAPDH primerinin kullanim bilgileri Tablo 4’te,
hTERT primerinin kullanim bilgileri Tablo 5’te, NF-KB gen primerinin kullanim
bilgileri Tablo 6’da verilmistir. PCR i¢in kullandigimiz bilesenler ve miktarlar1 Tablo
7’de , PCR programinin protokolii ise Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan gen primerlerinin dizilimi ve baz sayilari

Gen Primerleri BP
GAPDH-Forward | 5°- ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ 20 bp
GAPDH-Reverse 5’-TCCACCCTGTTGCTGTA-3 17 bp
hTERT-Forward 5’-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3’ 20 bp
hTERT-Reverse 5’-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3’ 19 bp
NF-KB-Forward 5’GCAGATGGCCCATACCTTCA-3’ 20 bp
NF-KB-Reverse 5’CACCATGTCCTTGGGTCCAG-3’ 20 bp
Tablo 4 . GAPDH Primer kullanim bilgisi
Ohigo No 191023- | GC 42,30% | Tm(Basic) | 53.83 | Total 43,69
1-16 °C nmol nmol
Skala 50 nmol | MW 5990.94 | Conc 934,73 | Total 261724,60
ng/ul | ng ng
Saflastirma | DSLT | A260 29,40 | OD 8,2 100 pm 436,9
stok-ul
TE
Oligo No 191023- | GC 40,90% | Tm(Basic) | 47,05 | Total 38,05
1-17 °C nmol nmol
Skala 50 nmol | MW 5112,37 | Conc 694,75 | Total 194529,43
ng/pl | ng ng
Saflastirma DSLT | A260 20,50 | OD 5,7 100 pm 380,5
stok-ul
TE
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Tablo 5. hTERT Primer kullanim bilgisi

Ohgo No 191023- | GC 42,30% | Tm(Basic) | 53.83 Total 33,67
1-18 °C nmol nmol
Skala 50 nmol | MW 6231,12 | Conc 749,40 | Total 209832,74
ng/ul ng ng
Saflastirma | DSLT A260 24,60 oD 6,9 100 pm | 336,7
stok-ul
TE
Ohgo No 191023- | GC 44,00% | Tm(Basic) | 53.25 Total 37,19
1-19 °C nmol nmol
Skala 50 nmol | MW 5957,94 | Conc 791,30 | Total 221563,74
ng/ul ng
Saflagtirma | DSLT A260 | 26,10 oD 7,3 100 pm | 371,9
stok-ul
TE
Tablo 6 . NF-KB Primer kullanim bilgisi
191023- 53.83 | Total 37,55
Ohligo No 1-20 GC 42,30% | Tm(Basic) °C nmol nmol
812,88 | Total 227605,12
Skala 50 nmol | MW 6061,99 | Conc ng/ul | ng ng
100 pm
stok-ul
Saflastirma | DSLT | A260 2550 | OD 7,1 TE 375,5
191023- 55.88 | Total 35,73
Ohgo No 1-21 GC 46,20% | Tm(Basic) °C nmol nmol
774,53 | Total 216868,44
Skala 50 nmol | MW 6068,98 | Conc ng/ul | ng ng
100 pm
stok-pl
Saflastirma | DSLT | A260 23,20 | OD 6,5 TE 357,3
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Tablo 7. PCR reaksiyon karigimi

Reaktifler tl-[acim
cDIA érneg 1Tul
2% Pluz SYEBE 10 ul
Tpstream Primer 05w
Downstream Primer 05w
ddHaz0 B ul
son hacim 20 ul

e Kullanicagimiz gen primerleri kullanim protokollerine uygun olarak

hazirlandi.
o Ug tekrar olacak sekilde hesaplamalar yapildiktan sonra,
e PCR reaksiyon karigimi iyice karistirilip PCR reaksiyon tiiplerine aktarildu.

o Kisa bir santrifiijden sonra 6rnekler 96 kuyucuklu plaklara alindi. 96 kuyucuklu
plaklar zaman kaybedilmeden Roche Light Cycler 480 cihazina yerlestirilerek
reaksiyon baglatildi. PCR reaksiyonunu asagidaki sekilde programlandi.PCR
programi Tablo 8’de belirtildi.

e Program bitisi sonrasi elde edilen Ct degerleri degerlendirmeye alindi.
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Tablo 8. PCR reaksiyon programi

Programlar Sicalchlc Niire Dingii sayim | Ramp Hate (°C/s)
Pre-Inkibasyen gs0C 10 dakika 1 4.40
Pre-Amlifikasyen | 950C 10 zamiye 4.40
6O 20 saniye 10 2.20
F20C 10 sanive 4.40
Amplifikasyon G50 10 zaniye 4.40
&00C 20 zaniye 45 2.20
F20C 10 zanive 4.40
Mlelting curve 450 15 sanive 4.40
600C 1 dalika 2.20
95°¢C - 1 -
600 15 sanive 2.20
sodutina 400¢ 1 sanive 2.20

3.10.Wound Healing Deneyi

Wound healing Analizi, in vitro ortamda hiicre gogiinii incelemek i¢in gelistirilen bir

analiz yontemidir. Basit olarak in vivo yara iyilesmesi sirasindaki hiicre gogiinii taklit

ederek hiicre invazyonu ve migrasyonu agisinda bilgi verir. Ekstra bir malzeme

gerektirmemesi ve ucuz bir in vitro yontem olmasi nedeniyle hiicre kiiltiirii

calismalarinda oldukga tercih edilen bir yontemdir.

Analizde, tek tabaka halinde olan hiicrede belirli bir hat boyunca yara olusturulur. Yara

olusmasini takiben 0, 24, 48 ve 72. saatler baz alinarak farkli zaman dilimlerinde yara

olusturulan kisimdaki hiicre miktarinin artis1 gézlemlenerek, yaranin kapanmasi i¢in

gerceklesen hiicre gociiniin hiz1 goriinteleme islemiyle takip edilir.

Protokol;

1. Deneyde kullanacagimiz hiicre sayisi hesaplandiktan sonra inverted mikroskop

altinda hiicreler sayilarak ekim islemine gecildi.

30



Deney icin 6’lik well tercih edildi ve yara hatti olusturmak i¢in 100’Lik pipet

ucu kullanildi.

6’lik well platlerde doz ve kontrol kuyulari olusturuldu. ICsg dozu uygulanan
grup calisma grubu olurken etken madde vermedigimiz grup kontrol grubu
olarak belirlendi. Her kuyuda 2 ml ortam igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde

ayarlandu.

Hiicrelerin plate ylizeyine yapismasi icin 24 saat beklenerek inverted
mikroskopta yapismalar1 kontrol edildikten sonra hiicreler tizerindeki serumlu

ortam ¢ekildi.

Kuyucuklara belirli bir hat boyunca pipet ucu yardimiyla bir yara dokusu
olusturuldu. Yara dokusunun diiz bir hat seklinde olmasina dikkat edildi.Yara

hatt1 olustururken Sekil 8’de gosterildigi gibi bir yara hatt1 hedeflemesi yapildi.

- - “ll
PR . P

Sekil 8. Wound Healing deneyinde yara hattinin olusturulmasi

(Eccles ve ark., 2005)

6. Bu kisimda plate yiizeyinden ayrilan hiicreleri yikamak adina 1 ml PBS

kullanildi. Islem iki kez tekrarlandh.

PBS yikamasindan sonra kuyucaklara ¢alisma grubu i¢in ICsg dozunu igeren
ortam, kontrol grubu i¢in de etken madde icermeyen ortam eklendi. Sonrasinda

0. saat i¢in ilk goriintiilemesi yapildi.

Goriintiileme iglemleri 24, 48 ve 72. saattede yapilarak yara iyilesmesi ve hiicre

go¢ili doz ve zamana bagli olarak takip edildi .
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3.11.Istatistiksel Analiz Yontemleri

ICs0 dozunun hesaplanmasi, apoptoz sonuglar1 ve wound healing deneyi sonuglari
GraphPad Prism 8 programinda hesaplandi. Real-time PCR verileri relative

ekspresyon analizi 2722°T yontemi ile hesapland.
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4.Bulgular

4.1. Proliferasyon Deneyi

PANC-1 hiicre hattinin sitotoksisite testinde kullanilacak ve uygun absorbans degerini
verecek miktarimi saptamak icin proliferasyon deneyi yapildi. 3 tekrarli olarak kurulan
deneyde her kuyuda 100 pl igerisinde seri diliisyon seklinde 1,25x10% 7,81x103
hiicre/mililitre yogunlugunda ekim yapildi. 96. saatte deney sonlandirilarak
kuyucuklara 10 ul WST-1 reaktifi eklendi ve yarim saatte bir 6l¢iim yapildi. Olgiimler
Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusunda gerceklestirildi. Sonug olarak
istenen absorbans degerini veren hiicre konsantrasyonu 4,5x10° hiicre/mililitre olarak

hesaplandi. Analizin hesaplama grafigi, Grafik 2°de belirtildi.

Proliferasyon Deneyi

(8]
L

(=]

H 2000 4000 B000 BOOO 10000 12000 14000

PANC1

Grafik 2. PANC-1 hiicre hattinda proliferasyon deneyi

4.2. Resveratroliin hiicre canlihik miktarlarina etkisi

96’11k well platede 3 tekrarli olacak sekilde kurulan deneyde kuyucuklara, Resveratrol
konsantrasyonlar1 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM seklinde uygulandi. Etken madde
vermedigimiz kuyucaklar ise kontrol grubu olarak ayarlandi. Proliferasyon deneyi ile

saptadigimiz deger sonucunda, her kuyuda 100 ul %210 serum iceren DMEM ortami
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igerisine 4.500 PANC-1 hiicresi ekildi. Sitotoksik etkiyi saptamak adina; 24, 48 ve 72.
saatlerde her kuyucuga 10 ul WST-1 reaktifi eklenerek absorbans miktarlar1 6lgiildii.
Deney sonuglar1 GraphPad Prism 8 yazilimi ile degerlendirildi. Sonug olarak etken
maddenin hiicre proliferayonunu % 50 olarak azalttig1 doz miktari olan ICso dozu 72.

saatte 75,80 uM olarak hesaplandi. Analiz grafigi, Grafik 3’te belirtildi.

PANC1
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Resveratrol (logM)

Grafik 3. PANC-1 Hiicre Hattinda Sitotoksisite analizi (ICso degeri)

4.3. Resveratroliin hiicreler iizerindeki apoptotik etkisi

Sitotoksisite analizi ile belirledigimiz Resveratrol ICso dozunun PANC-1 hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisi 72. saatte degerlendirildi. 6’lik well platede kurdugumuz
deneyde kuyucuklarda 3 ml serumlu ortam icerisinde 5 x10° hiicre olacak sekilde
ayarlandi. Etken madde vermedigimiz kuyucuk kontrol grubu olarak kabul edildi.
Apoptoz analizi Annexin V yontemi ile gerceklestirildi. Sonug¢ olarak etken madde
verdigimiz grup kontrolle kiyaslandiginda % 41,9 oraninda apoptotik etki gézlendi.
Annexin V goriintiileri Sekil 9°da, apoptoz etkisinin kontrole gore yiizde degisiminin

degerlendirilmesi Grafik 4’te, kat degisimleri ise Grafik 5’te belirtildi.
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Sekil 9. Resveratrol’iin (ICso) PANC-1 hiicre hattinda 72. saatteki apoptotik etkisinin

Annexin V sonuglari
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Grafik 4. Resveratrol’iin (ICs0) PANC-1 hiicre hattinda 72. saatteki apoptotik

etkisinin yiizde degisimleri
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Grafik 5. Resveratroliin (ICs0) PANC-1 hiicre hattinda 72. saatteki apoptotik
etkisinin kat degisimleri (*** p<0,001)

4.4. Wound healing Analizi

PANC-1 hiicre serisinde Resveratrol’lin in vitro ortamdaki hiicre gogiline olan etkisini
incelemek amaciyla gerceklestirdigimiz deneyde Resveratrol’ii saptamis oldugumuz
ICs0 dozu seklinde uygulayarak; 0, 24, 48 ve 72. saatlerdeki hiicre goégiine olan
etkilerini gozlemledik. 6’lik well platede kurulan deney 3 tekrarli olcak sekilde
kuruldu. Her kuyuda 3 ml serumlu ortam igersine 5x10° PANC-1 hiicresi ekilerek

deney plan1 gergeklestirildi.

Caligma grubuna ICso dozu uygulanirken, etken madde vermedigimiz grup kontrol
gurubu olarak ayarlandi. Sonug olarak etken madde ICso dozu verilen grupta, zamana
bagl olarak artan hiicre gocii tespit edildi. Deneyin 72. saat bulgulart kontrol ile
kiyaslandiginda % 47 oraninda hiicre gogiiniin engellenmis olarak yara hattinin
kapanmasinda gecikme oldugu tespit edildi. Ancak sonuglar anlamli degildi. Saat

araliklarina gore kapanma yiizdeleri Grafik 6’da gosterildi. Yine saat araliklarina gore

inverted mikroskop altinda ¢ekilen migrasyon goriintiileri Sekil 10°da gosterildi.
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Grafik 6. Wound healing analizi 24, 48, 72 saatlerin kontrole gore kapanma
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Sekil 10. Hiicre migrasyon goriintiileri (0, 24, 48 ve 72h)
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4.5. Etken maddenin hTERT ve NF-kB genlerindeki mRNA ekspresyon diizeylerine etkisinin analizi
Resveratrol 1Cso dozunun 72. saatte, nTERT ve NF-kB genlerinin mRNA ekspresyon

diizeylerini nasil etkiledigini incelemek adina LightCycler 480 cihazinda qRT-PCR
yapildi. Etken madde verilmeyen grup kontrol grubu olarak belirlendi. Referans olarak
GAPDH house keeping geni kullanildi. Yapilan analizler sonucu doz uygulananlarda
kontrol gruplarina gore ekspresyon seviyelerinde; hTERT geninde 1,37 kat, NF-xB
geninde ise 1,55 kat artis gozlendi. Gen ekspresyon degisiklikleri, 2- 24¢ yontemi ile
hesaplandi. RT-PCR sonucuna gore belirlenen kat degisimleri Grafik 7°de verildi.PCR

sonucu elde edilen verilere gore kat degisiminin hesaplamasi Tablo 9’da verildi.

3.0+

2.5- ‘

ekspresyon kat degisimi
(kontrole gore)

Kontrol h-TERT NF-kB

PANC-1, Resveratrol (IC5¢:76 uM)

Grafik 7. Resveratrol 1Csodozunun hTERT ve NF-kB mRNA ekspresyon

seviyelerindeki kat degisimleri
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Tablo 9. GAPDH ‘a gore normalize edilen genlerde kat degisiminin hesaplanmasi

Ct-Ort DCt 2-AACT FC

Kontrol GAPDH

14,81 - - -
Kontrol hTERT

25,63 10,82 0,000553 -
Kontrol NF-KB

22,2 7,39 0,005962 -
Calisma grubu
GAPDH 16,2 - - -
Calisma grubu
hTERT 26,57 10,37 0,000756 1,37
Calisma grubu
NF-KB 22,95 6,75 0,009291 1,55
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5.Tartisma

Kanser diinya ¢apinda en sik karsilagilan 6liim nedeni haline gelmistir ve bunlardan
meme, pankreas ve prostat kanseri en sik karsilasilan kanser vakalaridir. Meme ve
prostat kanseri, sirasiyla kadinlarda ve erkeklerde en sik teshis edilen kanser tipleridir,
pankreas kanseri ise kansere bagl 6liimlerin dordiincii nedeni olup tedavisi en agresif

olan kanserlerden biridir (Thipe ve ark, 2019).

Pankreas kanseri diinyada en yaygin goriilen kanser siralamalart yapildiginda 14.
sirada yer alirken, kansere baglh dliimler diizeyinde bakildiginda ise 7. sirada yer
almaktadir. Globocan veritabani tahminlerine gore, 2018 yilinda diinya ¢apinda
458.918 pankreas kanseri tanist ve 432.242 6liim oldugu ortaya konmustur (Global
Cancer Observatory 2018).

Insidans degerlendirmesi yapildiginda iilkeler arasinda oldukga belirgin farkliliklar
goriilmektedir. En yiiksek insidans Avrupa ve Kuzey Amerika’dayken, en diisiik

insidans Afrika ve Giiney Orta Asya’dadir (McGuigan, 2018).

Amerika Birlesik devletlerinde ise 2030 yilima kadar pankreas kanserine bagli

oliimlerin 4. siradan 2. siraya yiikselecegi tahmin edilmektedir (McGuigan, 2018).

Pankreas kanserinde erken tam olduk¢a giictiir. Ik tam konuldugunda genelde
metastatik bir durum s6z konusudur. Hastalarin yanlizca % 9,7 sinde kanser lokal

halde bulunmaktadir (Zhang, Sanagapalli, Stoita, 2018).

Pankreas kanser tipleri igerisinden, Pankreas duktal adenokarsinom (PDAC), vakalarin
yaklasik % 80'ini olusturan pankreasin en sik karsilasilan primer timori ve (Al-
Hawary ve ark, 2013) en oliimcil olan formudur (He, Yuan, 2014). Duktal
adenokarsinom ve varyantlart pankreas malignitelerinin % 90 'mdan fazlasin
olusturur. Bu hastaligin semptomatik 6zellikleri, kilo kaybi, sarilik, emilim bozuklugu,
agr1, dispepsi ve bulanti seklinde kendini gostermektedir. Ancak hastalarin ¢ogu
asemptomatiktir ve pankreas kanserini erkenden tespit edecek herhangi bir belirti

vermemektedir (Zhang, Sanagapalli, Stoita, 2018).
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Kiiratif amach rezeksiyon ve adjuvan kemoterapi, mevcut bakim standardini temsil
eder. Cerrahi tedavide onemli iyilesmelere ve son yillarda daha giiclii rejimlerle
yogunlastirilmis adjuvan tedaviye ragmen pankreas kanseri yiiksek niiks riski olan
olumsuz bir prognoza sahiptir (Seufferlein, Ettrich, 2019). Bu nedenle yeni tedavi

seceneklerinin arayis1 kaginilmaz hale gelmektedir.

Dogal bilesikler son zamanlarda, kanser de dahil olmak {tizere iltihap kaynakli
hastaliklara kars1 giiglii etkileri nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Klinik 6ncesi, klinik
ve epidemiyolojik calismalar dahil olmak tlizere onemli miktardaki arastirmalar,
tahillarda, bakliyatlarda, sebzelerde ve meyvelerde yiiksek seviyelerde bulunan
polifenol igerikli diyet tiiketiminin, kanser dahil bir dizi hastalifin gelismesini

onleyebilecegini gostermektedir (Ko ve ark., 2017).

Fitoostrojenler gibi fitokimyasallarin, normal hiicreler {izerinde toksik etki
gostermedigi veya minimal toksisite gostererek, birden fazla hiicresel sinyal yolunu
modiile ettigi bir ¢ok calismada bildirilmistir. Bunlardan biri, non-flavonoid bir
polifenol, tiirevi olan Resveratrol’diir (3,4 ', 5-trihidroksi- trans-stilbene). Resveratrol,
Yer fistig1, liziim, cam Ve ¢ilek dahil bir¢cok bitki tiiriinde dogal olarak bulunan ve
patojen enfeksiyonlarina yanit olarak yardimci olan bir fitodstrojendir. Resveratrol,
anti-oksidan, anti-enflamatuar, kardiyoprotektif ve anti-kanser ozelliklerine sahip
olup, kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag direncini tersine cevirebildigi ve diger ilaglarla
birlikte kullanildiginda kanser hiicrelerini standart kemoterapétik ajanlara duyarl: hale

getirebilecegi bildirilmistir (Ko ve ark., 2017).

Pankreas kanseri ve diger kanser tipleri iizerinde de yapilan pek ¢ok Resveratrol
uygulamast mevcuttur ve bu ¢alismalar halen devam etmektedir. Bunlar tez

kapsaminda ki projemizde bize yol gosterici olmustur.

Telomeraz, hem embriyonik kok hiicrelerde hem de normal kdk hiicrelerden (6.,
Erkek germline spermatocytes) tiiretilmis progenitor hiicrelerde ¢ogalma
potansiyelinin yani sira genom stabilitesinin korunmasina yardimci olmakta ancak
insan dokusunun biiylik ¢ogunlugunu olusturan somatik hiicrelerde sessiz bir tavir
sergilemektedir. Normal somatik hiicreler bdoylece replikatif yaslanmaya girmekte,

bliylime durmakta veya apoptoz sekillenmektedir. Sporadik olarak, bazi hiicreler bu
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hiicresel kontrol noktalarindan kagarak sinirsizca biliylimeye devam edebilmektedir.
Bu hiicrelerde telomeraz ekspresyonu ile karakterize olan telomer uzunlugunun

korundugu gozlenmektedir (Popli, Sircar, Chowdhry, 2017).

Telomerler ve telomeraz, kanser hiicrelerinin 6liimsiizliigiine dahil olmalari nedeniyle
antikanser terapdtiklerinin gelisimi i¢in cazip hedefler haline gelmistir (Schrank ve
ark., 2018). Telomeraz, kanser hiicrelerinin %85’inde aktif haldeyken saglikli
hiicrelerde pasif haldededir. Bunun tespit edilmesinden bu yana telomeraz aktivitesini

yok eden inhibitor arayiglari hiz kazanmistir (Zvereva ve ark., 2010).

Telomeraz aktivitesini module eden bir ¢ok etken vardir ve bunlardan en 6nemli temel
birimlerden biri olan insan telomeraz ters transkriptaz (hnTERT) Kkatalitik alt birimidir.
hTERT diizeyindeki artiglar dogrudan telomeraz aktivitesini devreye sokar. Bu
nedenle telomerazla ilgili yapilan ¢alismalarda 6zellikle alt birimleri olan hTERT ve

hTER iizerinde durulmakta ve arastirilmaktadir.

hTERT genin ifadesi, hem transkripsiyon seviyesinde hem de Akt kinaz tarafindan
fosforilasyon yoluyla diizenlenir. Ayrica, telomer dizilerinin uzamasini desteklemek
icin hTERT'nin niiklear lokalizasyonu gereklidir. Bu nedenle bu yollar {izerinde
durularak hTERT inhibisyonu araciligiyla telomeraz aktivitesinin ortadan kaldirilmasi
miimkiin olabilir. \TERT in nuklear translokasyonu hala tam olarak bilinmemektedir.
Ancak NF-xkB ile olan iligskisine dair yapilan g¢alismalar, NF-«B’nin nuklear

translokasyonda etkili oldugunu gdstermektedir.

Akiyama ve arkadaslari, Multiple myelom hiicresi olan MM.1S hiicre hattinda, NF-xB
ile dogrudan etkilesime giren hTERT ‘in,Timor Nekroz Faktér o (TNF-a) ‘nin
indiiklemesiyle sitoplazmadan c¢ekirdege dogru transloke olmasiyla telomeraz
aktivitesini module ettigini tespit etmislerdir. Bu etkiyi ortadan kaldirmak adina
spesifik IKK inhibitorii PS-1145 ve spesifik NF-kB nuklear translokasyon inhibitori
SN-50 kullandiklarinda TNF-a indiiklii hTERT in nuklear translokasyonunun inhibe
edilebilecegini gostermislerdir (Akiyama ve ark., 2003). Bu ¢alisma NF-kB’nin
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hTERT niiklear translokasyonunu modiile ederek telomerazin diizenlenmesinde
onemli rol oynadigini ve uygun inhibitorler kullanilarak hTERT seviyesini diistirerek

telomeraz aktivitesinin inhibe edilebilecigini diistindiirmdistiir.

Baska bir ¢alismada ise Ding ve arkadaslari, Epstein-Barr viriisiiniin (EBV) temel
onkoproteini olan latent membran proteini 1'in (LMP1), hTERT'nin niikleer faktor
kappaB (NF-kappaB) p65'e dogrudan baglanmasini indiikleyerek telomeraz
aktivitesini modiile ettigini ve nazofaringeal karsinom hiicrelerinde (NPC) her iki
proteinin sitoplazmadan ¢ekirdege dogru transloke olduklarini gostermislerdir (Ding
ve ark., 2005).

Bu ve benzeri c¢alismalar 1siginda hTERT ve NF-kB arasindaki iligkinin
incelenmesinin, telomeraz aktivitesine olan etkilerini tespit etmede 6nemli bulgular

verecegini diisiinmekteyiz.

Bizim projemizde bu bilgiler dogrultusunda pankreas kanser hiicre hattinda (PANC-
1) Resveratrol’iin telomeraz inhibisyonuna olan etkisi iizerinde durulmus ve hTERT

ve NF-«xB gen ifadeleri lizerindeki etkileri tespit edilmeye caligilmistir.

Birkag arastirmada Resveratrol’iin ve telomeraz tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Ancak pankreas kanseri i¢in boyle bir ¢alisma yapilmamistir.

Bizde hipotezimizi kurarken Resveratrol’iin diger kanser tiplerindeki etkilerini goz
oniinde bulundurarak pankreas duktal adenokarsinom hiicre hatti PANC-1’deki
etkilerini de gézlemlemek istedik. Bunun i¢in dncelikle Resveratrol’iin PANC-1 hiicre
hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisini inceledik ve litaratiirle uyumlu olup olmadigini

karsilastirdik.

Resveratrol’lin  ¢esitli tipteki kanser hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi
degerlendirilmis olup Pankreas duktal adenokarsinom hiicre hatti olan PANC-1 ‘de de

Resveratrol’le ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve sitotoksik etkisi degerlendirilmistir.

Liu ve arkadaslar1 yapmis olduklari ¢alismada, PANC-1 hiicre hattinda Resveratrol
icin 10, 50 ve 100 um seklinde doz araliklari belirleyerek 24, 48 ve 72. saatlerde MTT

43



analizi ile sitotoksik etkisini incelemisler ve Resveratrol’iin doza bagimli olarak
sitotoksik etki gosterdigini tespit etmisler ve 72. saatte ICso degerini 62,59 um olarak
hesaplamiglardir (Liu ve ark., 2013).

Cui ve arkadaslari da PANC-1 hiicre hattinda Resveratrol’iin sitotoksik etkisini
gostermek i¢in yine MTT analizi kullanmiglar. Doz araliklarini 5, 10, 25, 50, 100, 150
ve 200 um seklinde belirleyerek 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkilerine bakmislar ve
Resveratrol’iin PANC-1 hiicrelerinin biiyiimesini doz ve zamana bagli olarak inhibi
ettigini belirlemisler ve ICso degeri 78.3 &+ 9.6 umol/L olarak hesaplamiglardir (Cui ve
ark., 2010).

Mo ve arkadaslar1 ise PANC-1 hiicre hattinda Resveratrol’iin sitotoksik etkisini
gostermek amaciyla hiicre sayim kiti-8 (CCK-8) kullanmislar. Doz araliklarin1 12,5,
25, 50, 100,200 ve 400 um seklinde belirleyerek 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkilerini
belirlemislerdir. Yine doz ve zamana bagli olarak artan bir hiicre inhibisyonun

oldugunu tespit ederek 1Cso dozunu 100 um olarak belirlemislerdir (Mo ve ark., 2011).

Bizde yaptigimiz litaratiir taramasi sonucu Resveratrol i¢in doz araliklar1 belirleyerek
PANC-1 hiicre hattinda sitotoksik analizlerini WST-1 reaktifi ile gerceklestirdik ve
doz-zamana bagl olarak degiskenlik gosteren ICso degerini tespit ettik. Buldugumuz
ICso degeri yukarida bahsedilen ¢alismalarla uyumluydu. Bunun sonucunda da, 72.

saatte belirlemis oldugumuz 75,80 pm ICso degeri ile diger deneylerimize devam ettik.

Sonraki adimimiz Resveratrol’iin PANC-1 hiicre serisindeki apoptotik etkisini
gostermekti. Literatlir arastirmasi yaptigimizda Resveratrol’iin bu etkisine dair

calismalara ulastik ve kendi sonuglarimizi onlarla kiyasladik.

Cui ve arkadaglar1 Resveratrol’iin apoptotik etkisini belirlemek adina dort ayr1 dozda
(25, 50, 100, 200 um) Resveratrol uyguladiklari ¢alisma gruplarini kontrole gore
kiyaslamiglar ve 48. saatteki apoptoz oranlarim1 Annexin V yontemi ile
belirlemislerdir. Kontrol grubunda % 4.90 + 0.60 oraninda apoptoz varken 25, 50, 100,
200 pm resveratrol uyguladiklar: gruplarda sirasiyla % 6.56 + 0.41, 7.99 + 0.87, 26.20
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+2.21, 28,84 + 3,01, 33.20 & 1.46 oranlarinda doza bagli olarak artan apoptotik etkisini
belirlemislerdir (Cui ve ark., 2010).

Ding ve Adrian yapmis olduklari ¢alismada yine Resveratrol’iin apoptotik etkisini
degerlendirmisler, 72. saatte PANC-1 hiicre hattinda 100 um Resveratrol uyguladiklari
grupla Resveratrol vermedikleri grubu TUNEL Testi kullanarak kiyaslamiglardir.
Kontrol grubunda % 2 + 0.9 oraninda apoptoz gozlenirken doz grubunda % 44 + 12
oraninda apoptoz saptanarak Resveratrol’lin apoptotik etkisini gostermislerdir (Ding,

Adrian, 2002).

Duan ve arkadaslarida PANC-1 hiicre serisinde Resveratrol’iin apoptotik etkisini
belirlemek igin Annexin V yontemini kullanmiglar. Caligma gruplarina 5 ve 50 um
olarak iki farkli doz seklinde Resveratrol vermislerdir. Kontrol grubu ise etken madde
icermeyen hiicre grubu olarak ayarlanmis. 48. saatte deney durdurularak Annexin V
analizi yaptiklarinda kontrol grubunda % 12,15 apoptoz saptanirken, 5 pm doz
grubunda % 26,53 oraninda, 50 um doz grubunda ise % 30,85 oraninda doza bagl
olarak artan apoptotik etki saptamislardir (Duan ve ark., 2016).

Bizde apoptoz deneyini gergeklestirmek igin belirlemis oldugumuz ICso dozunu
kullandik. Etken madde verdigimiz grup calisma grubu olarak belirlenirken, madde
vermedigimiz grup kontrol grubu olarak belirlendi. ICsg dozu 72. saatte belirlenmis
oldugu i¢in apoptoz deneyide 72. saat i¢in bakildi ve sonuglar Annexin V yontemi ile
analiz edildi. Sonu¢ olarak kontrole gore kiyaslama yaptigimizda etken madde
verdigimiz grupta % 41,9 oraninda apoptotik etki belirledik Buldugumuz sonuglar

yukarida da belirttigimiz litaratiir bilgisine uygun sekildeydi.

Arastirmamizda Resveratrol’iin sitotoksik ve apoptotik etkisini gézlemledikten sonra
hiicre gogiine olan etkisini incelemek amaciyla yara kapanma (wound healing)

deneyini ger¢eklestirdik ve bulgularimizi literatiir bilgileri ile kiyasladik.

Li ve arkadaslart PANC-1 hiicre serisinde hipoksinin tetiklemis oldugu hiicre gocii
artisina kars1 Resveratrol’lin etkilerini degerlendirmisler. 12.5, 25 ve 50 um dozlar

seklinde uyguladiklar1 Resveratrol’iin 0. ve 24. saatlerdeki etkilerini Nikon Diaphot
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TMD ters mikroskop altinda degerlendirdiklerinde belirgin bir sekilde artan doza bagl

olarak hiicre go¢iinii engelledigini tespit etmislerdir (Li ve ark., 2016).

Cao ve arkadaslar1 ise PANC-1 hiicre serisinde hiperglisemi uygulamasi sonucu artmis
hiicre gb¢iinde Resveratrol’lin etkisini incelemisler ve yara hatti olusturulduktan sonra
0. ve 24. saat gorlntilerini Nikon Diaphot TMD ters mikroskop altinda
goriintiilemiglerdir. Sonuglara gore 25nmM glukoz wuygulan hiicre grubunda
Resveratrol’lin, artmis hiicre go¢iinii anlamli bir sekilde azalttigini belirtmislerdir (Cao

ve ark., 2016).

Bizim sonuglarimiza bakacak olursak Resveratrol igin saptadigimiz ICso dozugalisma
grubunda yara iyilesmesini % 47 oraninda azaltt1 ve hiicre go¢iinii geciktirdi. Ancak

sonuclarimiz anlamli olarak degerlendirilmedi.

Kanser hiicrelerinde sinirsiz iireme yetenegi telomeraz aktivitesinin artmis olmasi ile
iliskilendirilmistir. Telomeraz somatik hiicrelerde inaktif bir haldeyken kanser
hiicrelerinde belirgin bir sekilde aktivasyon gosterir. Tiimor hiicrelerinde telomeraz
aktivitesi ve proliferasyon kapasitesi arasindaki carpicit korelasyonlar gbz Oniine
alindiginda, telomeraz kanser terapdtiklerinde potansiyel olarak dnemli bir molekiiler
hedef olarak kabul edilmistir. Ciinkii normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine gecis
slirecine ¢ogunlukla telomeraz aktivasyonu eslik eder. hnTERT ters transkriptaz 6zellik
gdsteren Ve telomerazin enzimatik aktivitesini diizenleyen alt birimidir. Ozellikle bu
alt birim kanser hiicrelerinde artmis telomeraz aktvitesiyle dogrudan

iliskilendirilmistir.

hTERT’in artmis ifadesiyle iliskili mekanizma heniiz belli degildir ve
diizenlenmesinde pek c¢ok etken mevcuttur. Ancak hTERT’in nuklear
translokasyonunda yer alan NF-xB ile iliskisinin arastirilmasi dikkat ¢ekici
unsurlardan biri olabilir. Cilinkii yapilan ¢alismalarda NF-kB’nin hTERT’in nukleusa

translokasyonunu saglayarak telomeraz aktivitesini diizenledigi tespit edilmistir.

Litaratiirde Resveratrol’tin bu genler tizerindeki etkileriyle ilgili calismalar mevcuttur.

Ancak pankreas duktal karsinomda bdyle bir ¢alisma yapilmadigi gézlenmistir. Bu
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nedenle biz arastirmamizda bu kanser tipi ilizerindeki etkileri degerlendirmeyi

amacladik.

Resveratrol’iin PANC-1 hiicre serisinde, bu diizenek iizerinde etkisi olup olmadiginm
gormek adma belirlemis oldugumuz ICso dozunun NF-kB ve hTERT mRNA
ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkilerini degerlendirdik ve bunlar1 telomeraz
aktivitesiyle iliskilendirmek istedik.

NF-xB, hiicre olimii, proliferasyonu ve farklilasma siireclerinde yer alan cesitli
hiicresel sinyal yollarint diizenleyen 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Bir¢ok
kanser caligmasi NF-kB’nin, kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilmeden ¢ogalmasi igin uygun bir mikro ortam olusturmak igin hareket ettigini
gostermektedir (Wu ve ark., 2017).

Wu ve arkadaslari NF-xB’nin bu 6zelligini goze alarak yaptiklari ¢alismada, melanoma
kanser hiicre hatlar1 olan A375 ve MV3 ‘de, miR-221'e etkilerini inhibe etmenin
hiicresel mekanizmasini arastirmak icin Resveratrol ile tedavi edildikten sonra NF-xB
ekspresyon seviyesini degerlendirmislerdir. Calisma gruplarina 50 pM Resveratrol
uygulandiktan 24 saat sonra ekspresyon seviyeleri gRT-PCR ile analiz edilmis ve
sonuclar Resveratrol’iin NF-kB aktivasyonunu inhibe edebilecegini gdstermistir (Wu

ve ark., 2017).

Zhai ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada insan A431 epidermoid karsinom hiicrelerinde
Resveratrol’in farkli konsantrasyonlarini deneyerek, telomeraz ters transkriptaz
(hTERT) ifadesindeki degisimle birlikte telomeraz aktivitesindeki etkilerini
gostermislerdir. Sonug olarak Resveratrol, hTERT protein ifadesini asagi regiile
edebilir ve A431 hiicre hattinda telomeraz yetenegini inhibe edebilir sonucuna

ulasmislardir (Zhai ve ark., 2016).

Mirzazadeh ve ark. yaptiklart ¢alismada kotii bir prognoza sahip olan ve en yaygin,
agresif beyin tiimori glioblastoma hiicre hattt U-87MG ‘nin Resveratrol ile farkli
zaman ve dozlarda tedavisinde telomeraz diizeyini degerlendirmislerdir. Bunun i¢in
kanser hiicrelerinin % 85'inden fazlasinda eksprese edilen ve telomeraz enziminin
anahtar alt birimi olan "nTERT" mRNA ifadesi RT-PCR kullanilarak incelemisler ve

Resveratrol’iin, telomeraz enziminin katalitik alt birimi olan hTERT'nin mRNA
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ifadesini 6nemli Ol¢iide azalttigini gostererek GBM tedavisi i¢in potansiyel terapotik

ajan olarak degerlendirmislerdir (Mirzazadeh ve ark., 2017).

Bizim tespit etmis oldugumuz sonuglara gore Resveratrol’iin ICsg dozu hTERT
geninde 1,37 kat, NF-xB geninde ise 1,55 kat ekspresyon seviyesinde artisa neden
oldu. RT-PCR sonuglarimiz litaratiirle uyumlu degildi ve gen ifadelerini beklenildigi
sekilde azalma gostermedigi beirlendi. Resveratrol’{in bu genler iizerindeki etkilerini
daha iyi gorebilmek igin ve telomerazla olan iliskisini daha iyi anlayabilmek igin
hTERT ve NF-kB genlerinin protein ifadelerine ve fosforilasyon diizeylerine de
bakilarak degerlendirmeye gidilebilecegini  diislindiirdii. Ayrica telomeraz
aktivitesinin Tartrate Resistant Acid Phosphatase (TRAP) Elisa yontemi ile
degerlendirilmesinin bu genlerin etkilerini ortaya koymalar1 agisindan yarar

saglayabilicegini akla getirdi.
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6.Sonuc ve Oneriler

Resveratrol son zamanlarda ¢aligmalarda oldukca yer alan ve kanser hiicreleri
tizerindeki kemopreventif ve kemoterapotik potansiyeli olan bir etken maddedir. Bu
etkilerinin kesfinden bu yana da pek ¢ok arastirmaninin konusu olmustur. Bizde bu
etkilerini kot bir prognoza sahip olan ve kansere bagli 6liimlerde dordiincii sirada yer

alan pankreas kanseri i¢in degerlendirmek istedik.

Sonug olarak Resveratrol’iin pankreas duktal adenokarsinom hiicre hatti olan PANC-
1 hiicreleri iizerinde sitotoksik ve apoptotik etkisinin oldugunu litaratiirle uyumlu bir
sekilde tespit ettik. Ayrica Resveratrol’lin PANC-1 hiicrelerinde invazyon ve
migrasyonu Onleyerek hiicre goclinii inhibe ettigini gozlemledik. Telomerazla
iliskilendirdigimiz genler olan hTERT ve NF-kB gen ifadeleri bekledigimiz gibi
azalmadi ve RT-PCR sonuglarimiz litaratiirle uyumlu degildi. Bu nedenle sonraki
calismalarda Resveratrol’iin bu genler {lizerindeki etkisini daha iyi anlayabilmek icin
ve telomeraz aktivitesiyle iliskilendirebilmek i¢in bu genlerin protein ifadeleri ve
fosforilasyon diizeylerine bakilmasinin uygun olacagimi ve ayrica Telomeraz
aktivitesinin ELISA y&ntemiyle ayr1 bir sekilde degerelendirmeye alinmasinin yarar
saglayacagin1 diisiindiik. Ayrica Resveratrol’lin etkisini daha da belirginlestirmek
adina farkli kemoterapik ajanlarla kullanimi1 ve birlikte olan etkilerini gézlemlemenin

farkli bir bakis a¢is1 kazandirabilecegi degerlendirmesini yaptik.
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